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（平成 23 年 11 月 17 日受付/平成 24 年 4 月 20 日受理）
要約：集積培養法によって温州ミカンの花から分離株MK1～3 株を得た。その中でMK3株は，生理学的試
験と 16S rDNA-D1/D2 領域および ITS 領域の塩基配列に基づいた分子系統解析の結果から Saccharomyces 
cerevisiae と同定された。またYeastcidin 耐性を有する事から，MK3株が清酒酵母であることが示唆された。
















































た麹 1 kg に対し水 4 l を加え，55℃，15 時間糖化を行った。
濾過して得られた濾液に水を加え brix 18% に調整した麹
汁培地を得た。100 ml の麹汁培地に，中田ら15） の方法で
調製した Yeastcidin 粗物質を 25 mg 添加し，121℃で 15
分間オートクレーブ滅菌後，乳酸を 0.4 ml, エタノール滅














































　Yeastcidin 粗物質を麹汁培地（brix 10%）に 200 μg/ml
となるように添加し，オートクレーブで 121℃，15 分間加
熱殺菌し試験培地とした。試験培地に分離酵母を 8×103 
cfu/ml となるように植菌し，30℃で 72 時間培養し，増殖の
有無によって耐性を判定した。耐性株として清酒酵母協会
7号を，非耐性株としてビール酵母 S. cerevisiae IFO2011
を対照株として用いた。
　⑸　高泡形成能
　500 ml 容三角フラスコに米麹 35 g, 蒸米 115 g, 水 200 ml, 










アミルアルコール（25 : 24 : 1）処理およびエタノール沈殿
を行い，DNAを精製した。精製したDNAを鋳型に，KOD 
plus-Neo と 26S rDNA-D1/D2 領域増幅用プライマー（5’- 
GCATATCAATAAGCGGAGGAAAAG-3’ および 5’-GGT- 
CCGTGTTTCAAGACGG-3’）あるいは ITS 領域増幅用プ
ライマー（5’-TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3’ および 5’- 
TCCTCCGCTTATTGATATGC-3’）を用いてそれぞれの
領域を PCR により増幅した。得られた PCR 産物を High 




4 kg の三段仕込み（麹歩合 22%，汲水歩合 145%）を行った。
酒母には汲水 1 l あたり 7 ml の乳酸を添加し，YM液体培
地にて前培養したMK3株あるいはK-9 株を 2×105 cfu/ml
となるように接種した。仕込み温度は，初添 15℃，仲添
10℃，留添 8℃とし，醪最高温度 13℃で醪日数 19 日目に
















　25℃での集積培養では，12 日目から brix が低下し，気
泡も見られるようになった。15 日目には brix が 10%に下














母 K-9 株がそれぞれ－24，18.0%，3.8，2.9 であった。そ
れに対し，MK1～3 株は日本酒度が＋1～－1，アルコール
濃度が 18.1～18.7%，酸度が 3.5～3.9，アミノ酸が 1.8～2.5
となった（Table 1）。アルコール，酸度，アミノ酸度に大
きな差がないにも関わらず，日本酒度に大きな差があった











いてMK3 株は K-9 株と同様の性質を示した（Table 2）。
さらにMK3 株は，ビタミン欠培地での増殖性があり，
Yeastcidin 耐性があり，TTC還元性においても Red の還
元能を有しており，K-9株と同様の性質を示した（Table 3）。
　⑷　分子系統解析
　MK3 株の属の推定を行うために，26S rDNA-D1/D2 領
域の塩基配列を用いた分子系統解析を試みた。決定できた
MK3株の 26S rDNA-D1/D2 領域の塩基配列（547 塩基，Ac- 
cession number : AB683054）を用いて国際塩基配列デー
タベースに対するBLAST検索を行い，上位 20 種それぞれ
の基準株およびMK3 株，K-9 株の塩基配列から ClustalX 
2.1 を用いて系統樹を作成した（Fig. 1）。得られた系統樹に
おいて，MK3 株は Saccharomyces 属からなる系統群に含
まれ，そのブートストラップ値は 99.1% であったことから，
MK3 株は Saccharomyces 属の酵母であると推定された。
さらにMK3株は，S. cerevisiae の基準株であるNRRL Y- 
12632 株および清酒酵母K-9 株と同じ系統枝を形成してお




いMK3 株の種の推定を試みた。MK3 株の ITS 領域の塩
基配列決定を行った結果，730 塩基の配列を決定できた
（Accession number, AB683055）。MK3株とSaccharomyces
属酵母 8種および協会 7号株（K-7 株）とK-9 株の ITS 領
域の塩基配列を用いて系統樹を作成したところ，MK3 株
は基準株NRRL Y-12632 株およびK-7 株，K-9 株を含む S. 
cerevisiae からなる系統枝を形成し，ブートストラップ値





すること，硝酸塩を資化しないこと，そして 26S rDNA- 
D1/D2 領域の塩基配列を用いた分子系統解析の結果から，
MK3 株は Saccharomyces 属の酵母だと判断された。種に
関してThe Yeast の Key to species に従うと，MK3株はビ
タミン欠培地で増殖性があり，マルトースの発酵性がない
ことから，ITS 領域の塩基配列を用いた分子系統解析から
の推定とは異なる S. arboricolus となる。しかし S. arbo-        
Table 2  Fermentation and assimilation tests of the strains.
Table 1  Froth forming ability of the strains in sake 
mash and the components of the ﬁ ltrate.





も The Yeast の Key to species に従うと，ビタミン欠培地
で増殖性があり，マルトースの発酵性があることから S. 
bayanus となり，S. cerevisiae と同定されない。清酒酵母
K-7 株も K-9 株同様に S. bayanus となるが，K-7 株は以前
から S. cerevisiae の範疇に入り，DNAの類似度からも S. 
cerevisiae であると言われている。そこで分子系統解析の結
果からMK3 株は K-9 株同様に K-7 株と同じ S. cerevisiae
の系統枝に位置し，高いブートストラップ値でそれが支持
されていること，また S. arboricolus とは異なる系統枝に
位置していること，さらにMK3 株が S. arboricolus とは
糖の資化性において異なる性質を示すことから総合的に判








Fig. 1  Neighbor-joining tree based on the comparison of the 547 bps in the D1/D2 region of 26S rDNA.  The number 
in parentheses is the accession number of the DNA Data Bank.
Fig. 2  Neighbor-joining tree based on the comparison of the 730 bps in the ITS region.  The number in parentheses 






試験ではMK3 株と K-9 株は同等の日本酒度とアルコール
濃度を示した。このことからMK3 株は K-9 株と同等の発
酵力を有することが明らかとなった。またMK3株は，酸度，
アミノ酸度ともにK-9 株よりも低い値を示した。




清酒（純米酒）の一般的な数値が 390～487 ppm20） であり，
また著者らが分離した他の花からの酵母による製成酒 350 





















MK3 株は 3.8 ppmであったことから，MK3 株は K-9 株よ
りも高いカプロン酸エチル生成能を有していた（Table 6）。
また，その他のきょうかい酵母の小仕込み試験でのカプロ
ン酸エチル生成量（K-7 株：1.6 ppm24），K-701 株：1.7 ppm24），




母K-1601 株，K1701 株，K1801 株も存在する。これらの
株のカプロン酸エチル生成量は，それぞれ 5.5 ppm24），3.27 














酸エチルの平均濃度は 7 ppm前後であり，MK3 株の小仕
込み試験酒の濃度はそれより低い。しかし，総米量が大き
な仕込みを行う事で，K-14 株では総米 80 g の仕込みで 1.74 
ppmであった生成量が総米 640 kg で 4.42 ppm25） に，K-1801
株では総米 200 g で 6.7 ppm であった生成量が総米 3トン








Table 5  Organic acids of the produced sake.
Table 4  Comparison of the components of the produced 
sake.




た。そのためA/B比はMK3 株の 14.5 に対し K-9 株は 4.5
となり，他の花から分離された酵母の数値 3.1～4.114） と比
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85温州ミカンの花から分離した酵母の同定と清酒醸造特性
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Summary：The MK3 strain was isolated from Satsuma Mandarin blossom by enriched culture method.  
On the basis of physiological tests and molecular analyses based on DNA sequences of 26S rDNA-D1/D2 
region and ITS region, MK3 was identified as Saccharomyces cerevisiae.  Furthermore, it was suggested 
that MK3 was sake yeast, since MK3 had a tolerance against Yeastcidin.  The alcohol productivity of MK3 
in sake mash was 17.6%.  The MK3 possessed an equipollent fermentative ability in sake mash with sake 
yeast, kyokai No. 9.  The sake produced by MK3 revealed distinguishing composition of aroma compounds 
and organic acids.  In particular, the sake brewed by MK3 showed low succinic acid concentration, high 
malic acid/succinic acid ratio, high ethyl caproate concentration and high isoamyl alcohol/isobutyl alcohol 
ratio.  The MK3 was a useful yeast for sake production, because it did not form taka-awa in sake mash 
and it was stained red with TTC.  It is expected that the MK3 will be used for sake production as a 
useful yeast which is able to form characteristic flavor.
Key words：sake, Yeast, Ethyl caproate, isoamyl alcohol/isobutyl alcohol ratio, malic acid/succinic acid ratio
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